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Verwendung des Gens p6 und/oder p7 der p-Untereinheit von hdG als Marker zur 
. Implantationsdiagnostik 

Die Erfindung betrifft die Verwendung eines Gens der p-Untereinheit von humanem 
Choriongonadotropin (hCG) als Marker fur die Implantationsfahigkeit der Uterus- . 
schieimhaut (Endometrium) fQr einen Embryo. 

Das der Erfindung zugrunde liegeride hCG-HormonmolekOI ist ein Glykoprotein s be- 
stehend aus zwei Untereinheiten aCG und phCG in nichtkovalenter Binduhg (1). Wah- 
rend der Schwangerschaft sezerniert der Trophoblast groBere Mengen hCG-Dimer und 
freie aCG- und phCG-Molekule in das Blut. Auch in einigen nicht-trpphoblastSren Ge- 
weben gesunder Menschen wird nCG und/oder seine Untereinheiten in geringen Men- 

•en exprimiert (2-6). Deshalb kdnnen im Serum hCG-konzentrationen von hCG bis 
000 pg/ml und von phCG bis 100 pg/ml in nichtschwangeren gesunden Personen be- 
obachtet werden (7, 8). Hdhere phCG-Serumwerte deuten auf einen gonadalen oder 
nicht-gonadalen Tumor hin und kennzeichnen eine ungQnstige Prognose, wie bei Lun- 
gen-, Blasen-, Prostata-, Colon-, Nierenzell- und Mammakarzinom beschrieben (5, 9- 
13). Wahrend das pCG-MolekQI nach bisherigem Kenntnisstand durch ein einziges 
Genaufdem Chromosom 6q21.1-q23 codiert wird, wird phCG durch sechs nicht-allele 
. Gene 1 phCG 8 (p8), p7, p5, p3, p1 und p2 als einem Gencluster auf dem Chromosom 
19q13.3 codiert Ein weiteres phCG-Gen p6 ist ein Allel von p7 mit Differenzen in der 
5'-nichttranslatierten Sequenz des Promotorgens (Exon 1 des phCG). Nur die Gene p8, 
P7, p6, p5 und p3 codieren ein phCG-Proteinmolekul von 145 Aminosauren (Exon 2 
und Exon 3). 

^^^^ 

Wahrend p5, p8 und p3 an Position 117 (Exon 3) der Aminosauresequenz das Aspartat 
(Asp, A) codiert, bildet p7 und p6 dort Alanin (Ala, D). Die Gene p1 und p2 konnen zwar 
auch in einigen Geweben transkribiert werden, codieren aber ein Protein von nur 132 
Aminosauren mit unterschiedlicher Sequenz zum BhCG (14-16). 

Wahrend im Trophoblast fast ausschlieBlich hCG p5, p8 und p3 exprimiert und trans- 
latiert wird, wird in einigen normalen, nicht-trophoblastaren Geweben (Mamma, Lunge, 
Prostata, Skelettmuskulatur, Blase, Colon, Uterus u. a.) nur hCG p7 und p6 in gerin- 
gem Umfang translatiert (17). Andererseits scheint im neoplastischen Trophoblast 



(Chorioncarcinom) verstarkt hCG p7, p6 und in einigen neoplastischen nicht- 
trophoblastaren Geweben zusatzlich hCG p5, p8 und p3 exprimiert zu werden. 

In der Vergangenheit sind verschiedene Studien mit dem Ziel durchgefiihrt worden, 
die BhCG-Transkripte in verschiedenen normalen und neoplastischen Geweben nicht- 
trophoblastarer Herkunft mit semiquantitativer Methode nachzuweisen (5, 11, 12, 18). 
Diese Methoden zeigen, daB p7, p5, p8 und p3 in normajer Plazenta (19), gesunden 
Testes (6), aber auch neoplastischen Testes (20) und neoplastischem Blasengewebe 
(21) transkribiert, aber in den verschiedenen Studien aber zwischen p7 sowie p5, p8, 
p3 nicht unterschieden wird. v 

: V 

In einer Arbeit (9) wird die Anwesenheit yon p7 im normalen und von p8, p5, p3 in ma- 
nem Blasengewebe durch spezifische Restriktionsenzyme fOr die Erkennung einzel- 
ner Transkripte nachgewiesen. 

Eine weitere Arbeit bestimmt die Oberexpression von p5, p8, p3 im maligne trans- 
formierten nicht-trophoblastaren Gewebe durch den ermittelten Transformationsindex, 
bestehend im Verhaltnis zwischen der Expression von Gen p5, p8, .p3 zur Gesamt- 
expression alter phCG-Gene im selben Gewebe. Er wird mit Primern zwischen Exon 2 
und Exon 3 erfa&t, die die Punktmutation C117 in der C-terminalen Region des phCG 
im Exon 3 erkennen (17). Bisher wird diese Punktmutation Asp - Ala in Position 117 der 
phCG-Aminosaureketten im genannten Quotient als diagnbstischer Parameter der neo- 
plastische Transformationen genutzt. 

Eine Tumoridentifizierung durch Analyse der Sekretionsprodukte, insbesondere der 
Nutzung des hCG als Indikator fQr eine Krebserkrankung, zeigteine franzSsische 
Arbeitsgruppe bereits 1996. Beschrieben wird von Bellet etal. (17), daB die p-Unter- 
einheit von hCG durch vier nicht-allele phCG-Gene codiert wird. Zu den wesenflichen 
Erkenntriissen gehort, daB die maligne Transformation nicht-trophoblastaren Gewebes 
stets mit der Expression von phCG-Genen verbunden ist, die im Trophoblast normal 
transkribiert werden. Die Erforschung der phCG-Gene, die durch nicht-trophoblastares 
Gewebe exprimiert werden, fQhrt zu dem Ergebnis: nomiales nicht-trophoblastares 
Gewebe exprimiert nur phCG-Gene vom Typ I (hCG p7, p6), wahrend nach maligner 
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iCG-Gene vom typ il (hCG p5, p8. p3) exprimiert wird. Der da- 
zu verwendete CG117-Assay ist empfindlich genug, spezifisch eine auch nur geringe 
Menge vom phCG-Transkript des Typs II zu erkennen, wodurch es moglich ist, Tumor- 
gewebe im Umfeld von normalem Gewebe zu identifizieren. 

In US-PS 6,194,154 wird ein Verfahren zur Bestimmung der malignen Transformation 
humaner Zellen beschrieben, das die Uberexpression von 03, p5, p8 und B9-mRNA, 
welche die hCG-p-Kette codieren, mit deren Expression von p7, pe in hicht-malignen 
Zellen vergleicht Bestimmt wird auch die Steigerung der mRNA-Expression von p3, p5, 
P8 und p9-Genen im Verhaltnis zur Gesamt-p-Gehexpression in den malignen Zellen. 
Wejterhin wird ausgefQhrt, daB 1 die Punktmutation in der mRNA-Nukleotidsequenz von 
Position 775 fOr p5, p8, p3 ein A und fQr P 7, ps ein C anzeigt und in der Aminosaure- 
iosition 117 somit Aspartat (Asp, D) oder Alanin (Ala, A) codiert. Auf dieser Basis baut 
sich ein Testkit auf, der Verbreitung gefunden hat. 

WO 0190344 nimmt Bezug auf den Promoter, Enhancer und andere Regulatoren, die 
die Expression des Proteins phCG im testikularen Karzinom kontrollieren. Weiterhin 
erfolgen AusfQhrungen zur Gentherapie unter Einschleusung von Promotorgen-phCG- 
DNA in verschiedene Zellen, z.B. in Liposomen. Das phCG-Protein wird in verschie- 
denen tumorgeweben als diagnostischer Parameter verwendet. 

Die Recherchen zeigen die intensive Forschung Ober das humane Choriortgonado- 
tropin und die Differenzierung seiner p-Unterernheiten in Gensequenzen, denen unter- 
schiedliche Eigensehaften zugeschrieben werden. Bisher sind die Gene p6 und p7 zur 
Implantationsdiagnostik nicht eingesetzt worden. 

Unter implantationsdiagnostik wird das Erkennen der Moglichkeit verstanden, daB fur 
eine befruchtete Eizelle in der Uterusschleimhaut die Voraussetzung besteht, sich ein- 
zubetten und dort nachfolgend zu wachsen. 

Die Erfindung hat das Ziel, ein Verfahren zur Implantationsdiagnostik anzugeben, das 
zuvertassig arbeitet, die Patientin nur gering belastet und einfach und schnell in seiner 
DurchfOhrung ist. 





_ . „ wissenschaftliche Erkenntnis zugruhde, daB ein zuvertassiger 
Indikator fur eine mogliche erfolgreiche Implantation die Bewertung des Anteils der ex- 
primierten 5'-nichttranslatierenden Promotorsequenzen des phCG (Exon 1) von 0hCG- 
Gen 07, 06 absolut Oder relativ zu 05, 08, 03 darstellt. 

Die Gene hGG 07 und p6 des Genclusters werden hauptsachlich im normalen sekreto- 
rischen Epithelium der Uterusschleimhaut exprimiert. Die Gene hCG p5, p8, p3 des 
Genclusters werden im normalen Trophoblast und im karzinom-transformierten Epithe- 
lium exprimiert. Lymphozyten (CD3) und Monozyten (CD14) exprimieren bei Normal- 
personen hCG 07 und p6. 

Zur Implantationsdiagnostik ist die Bestimmung von hCG p6 und des allelen Gens p7 
irforderlich. Es wurde erkannt, daR deren Gehalt im kdrpereigenen epithelialen Gewe- 
be oder Blutzellen den Erfolg einer Implantation wesentlich bestimmt, und daB deshalb 
die Kenntnis der Menge an hCG 07 und 06 absolut oder relativ betrachtet in Kenntnis 
des Quotienten aus hCG 07, 06 als Zahler und hGG 05, 08, 03 als Nenner AufschluB 
Qber den erfolgversprechenden Implantatipnsmoment gibt. 

Zur Bestimmung des hCG 07, 06- und des hCG 05, 08, 03-Anteifs ist die quantitative 
RT-PCR geergnet 

Bei den Forschungsarbeiten wurde Qberraschenderweise gefunden, daS das Gen 0 wie 
das allele Gen 07 nicht vollstandig mit dem Gen Qbereinstimmen, das im Endometrium 
gebildet wird und von uns die Bezeichriung Gen 06e erhalt. Sein Aufbau ist von uns in 
SEQ ID NO 7 als Sequenz Endo beschrieben. ' 

1 

Dieses Gen 06e (Endometrium) spielt eine wiehtige Rolle in der Implantationsdiagno- 
stik und wird deshalb hier angegeben. 

Die Erfindung bezieht sich deshalb auch auf das Gen B6e als solches und seine Ver 
wendung als Implantationsindikator. 

Dazu werden 4 bis 6 Tage nach der Ovulation Zellen mit einem Minikatheter aus der 
GebarmutterhShle, mit einem Wattebausch aus der Zervix oder mit einem Holzspatel 



von der Mundschleimnaut gewbnnen bzw. peripheres EDTA- bzw. Heparinblut ent- 
nommen. Aus deri aufgenommenen Zellen wird die mRNA von ehCG isoliert, die cDNA 
amplifiziert und im RT-PCR-Prozefi quantitativ bestimmt. 

Ein Nachweis der mRNA von ehCG zeigt an, daB sich das Endometrium in Richtung 
einer Implantationsreife differenziert 

Die Erfindung wird durchgefQhrt, wie in Anspruch 1 bis 7 beschrieben. 
** ' ' • . • 

Die Erfindung wird nachstehend in Ausfuhrungsbeispielen naher erlautert, ohne 
auf diese beschrankt zu sein. 

P^usfuhrungsbeispiel 1 

* • . . 

Der Patientin werden zur Diagnostik Zellen mit einem Minikafheter aus der GebaTmut- 
terhohle Oder mit einem Wattebausch aus der Zervix oder mit einem Holzspatel von der 
Mundschleimhaut entnommen. Die Zellen werden. bis zur Weiterverarbeitung sofort bei 
minus 80° C eingefroren und gelagert. Zur Analyse wird aus den aufgenommenen Zel- 
len eine Trizol-RNA-Extraktion durchgefuhrt, die cDNA des endometrialen hCG (ehCG) 
im nachfolgenden RT-PCR-ProzeS spezlfisch amplifiziert und quantitativ erfaBt. 

Es kann davon ausgegangen werden, daB die Anwesenheit von hCG p7, p86 und p6e 
ein Indikator fur die optimale Implantation darstellt. Das Fehlen von hCG ($7, .66 und 
B6e zeigt das Gegenteil an: eine mdgliche Implantation kann in diesem menstruellen 
Zyklus ausgeschlossen werden. Von besoriderer Bedeutung ist der Fakt, daB mit der 
phCG-Diagnostik fehlendes oder hochaufgebautes sekretorisches Endometrium er- 
kannt werden kann, so daB die Diagnose auch einen Therapiehinweis gibt. Zu beach- 
ten ist, daft hCG 66 und p6e im wesentlichen durch hCG p7 reprasentiert wird (vier Nu- 
kleotiddifferenzen im Exon 1). Andererseits kann der Nachweis von erhohtem hCG p5, 
P8, und p3 im endometrialen Gewebe oder deren Zellen einen Hinweis auf eine Tumo- 
rerkrankung darstellen. Die Gewebeproben konnen auch analog nach der Methode der 
fraktionierten. Abrasio gewonnen werden. 



Endometrials Gewebe oder Zellen dieser Herkunft (10 - 100 mg) werden sofort nach 
Entnahme in FIQssigstickstoff oder bei -80° C eingefroren. FQr die Untersuchung der 
drei exprimierten Anteile hCG p7, p6 und pee sowie hCG p8, B5„ p3.und Gesamt-phCG 
wird die Total-RNA mit Trizol extrahiert und etwa 1 ug der RNA fur 60 mjn bei 42° C 
unter Standardbedingungen und Einsatz von Oligo-dT(15)-Primer reverse-transkribiert. 

Nutzung von Methoden: Gewebeentnahme zur Diagnostik, Lagerung in Flussigstick- 
staff, RNA-Extraktipn (23), RT-PCR mit fluoreszenzmarkiertem Primerpaar, Erfassung 
der Gesamt-UhCG-Expression p5, p8, p3 und p7, p6 und p6e Qber Exont, Exon 2 und 
Exon 3, nested PCR mit unterschiedlich fluoreszenzmarkierten Primern jeweils fOr den 
P7, p6, p6e- und eventuell p5, p8, p3-Anteil; quantitative Auswertung als Quotient von 
W7, p6, p6e-Anteil zum Gesamt-hCG-Anteil p7, p6- plus p5, p8, p3-Anteil fur die Be- 
wertung des hochaufgebauten sekretorischen endometrialen Gewebes, Ergebnis 1 bei 
Normalgewebe und Ergebnis > 0 bis 1 unterwertigem oder fehlenden sekretorisch 
trandformierten Gewebes im AusfQfirungsbeispiei 1; absolute quantitative Auswertung 
der exprimierten Kopienzahlen fOr die gehspezifischen phCG-Amplifikate 87, p6, p6e 
und Gesamt-phCG nach Real time-RT-PCR im Vergleich zu phCG-sequenz- 
spezifischen Kalibratoren bei nicht-fluoreszenzmarkierten Primem fOr die Bewertung 
des normalen und neoplastischen Gewebes im AusfQhrungsbeispiel 2. 

Nutzung von GenMten und Material: Gewebe in FIQssigstickstoff, Ultra Turrax-Gewebe- 
homogenisation, Trizol-RNA-Extraktion, RT-PCR am Thermocycler» Fluoreszenzmes- 
sung des cDNA-Amplifikates am DNA Sequencer ABI 373A, Software Genescan 672 
Fragment Analysis zur Auswertung, FIQssigstickstoff, Trizol, cDNA-Synthese-Kit, PCR- 
Amplifikationskit, phCG-Primer fOr Gesamt-phCG-Amplifikation und nested PCR fOr p7, 
P6, p6e urid p5, p8, p3 zum Te» fluoreszenzmarkiert. 

Beschreibung dor Methode fQr AusfQhrungsbeispiel 1: 

Extraktion der Gesamt-RNA: Das frische Gewebematerial wird sofort nach der Ent- 
nahme in FIQssigstickstoff eingefroren. Die Gesamt-RNA wird mit der Methode nach 
Chomczynski und Sacchi (24) extrahiert, die gewonnene RNA spektrophotometrisch 
bei 260 nm / 280 nm quantifiziert, sofort weiterbearbeitet oder bei - 80° C gelagert. 
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ridprimen Die in der Abb. 1 aufgefOhrten Oligonukleotidprimer 
wurden derart ausgewahft, daft sie unter Verwendung der Gesamt-RNA und der RT- 
PCR Methode in einem ersten Amplifikationsschritt die gesamten BhCG Transkripte 
p5, p8, p3 und auch p7, p6 in gleicher Effizienz darstellen. Die gewahlten Primer 1 und 
Primer 2 schlieften die pLH-Amplifikation wegen eines differenten Nukleotid-Tripletts 
aus. Im folgenden nested PCR-Schritt wird unter Verwendung Primer 4 und Primer 2 
das Transkript pT, p6, p6e und eventuell niit Primer 3 und Primer 2 das Transkript p5, 
p8, p3 amplifiziert. 



Reverse-Transkripfion: 1 ug Gesamt-RNA wird in einem Reaktionsmix mit dem Total- 
volumen von 5 ul nach der Standardmethode transkribiert: 10 mM Tris-HCI, pH 8,3; 
50 mM KCI, 5 mM MgCI 2i 1mM jedes dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 200 ng 
ligo dT-Primer pdT15, 12,5 U RNAse Inhibitor, 2,5 U AMV-Revertase. Inkubation des 
eaktionsgemisches for 10 min bei 25 "C (Hybridisierung des Primers), 30 min bei 
42 °C (Reversetranskription) und 5 min bei 95 °Q (Denaturierung der Revertase und 
des RNAse-frihibitors) sowie AbkOhlen auf 4 °C. 



PCR-Ampffikathn der gesamten RhCG-Transkripte: Zum cDNA-Produkt wird im selben 
Tube der PCR-Mix von 20 pi im Gesamtvolumen von 25 pi fur die Amplifikation des 
Gesamt-ShCG-Transkripteszugegeben: Endkonzentration von 10 mM Tris-HCI mit 
pH 8,3, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCI 2 , 200 pM dNTP, 5 pmol Primer 1, 5 pmol Primer 2 
und 2,5 U Taq-DNA-Polymerase. Die Amplifikationsbedingungen sind nach vorheriger 
3 min-lnkubation bei 95 °C dann 30 sec 95 'C, 30 sec 65 °C, 60 sec 72 °C. fur 35 Zy- 
klen mit abschlieBenden 7 min bei 72 °C und schnellem AbkOhlen auf 4 °C. 

Nested PCR nach der COP-Methode fiir &hCG R7, &6- und R5, &8, R3-Transkripte: 

2 pi des 1:10.000 verdQnnten PCR-Produktes werden zu einem Gesamtvolumen von 
20 pi in ein PCR-Mix mit dem Endvolumen von 10 mM Tris-HCI, pH 8,3, 10 mM KCI, 

3 mM MgCI 2 , 50 pM dNTP , O.lpmol Primer 2. 0,1 pmol Primer 3, 0,1 pmol des Primers 

4 und 2 U Stoffel-Fragment Taq DNA Polymerase zugefQgt. Die COP-Reaktion wird 
Qber 5 Zyklen am Thermocycler fur je 30 sec bei 95 °C und 30 sec bei 65 °C durch- 
gefOhrt. 



erhaltene Produkt enthait die zwei Amplifikationsprodukte fur ShCG B7, B6, B6e 
eventuell von hCG B5, fi8, U3 mit je einem differenten Fluoreszenzmarker fOr Pri- 
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mer 4 und Primer 3%d beide Transkripte enthalten zusatzlich eihen dritten gemein- 
samen Fiuoreszenzmarker des Primers 2. 

FQr die Analyse am DNA Sequenzer (Perkin-Elmerm Modell 373A) werden 2,5. ul des 
Produktes mit 2 M l Loading buffer und 0,5 ul Genescan Size Marker und der Elpho bei 
8 % Acrylamid, 6 M Harnstoff und TBE-Puffer fQr 1 Stunde unterzogen. Die Ergebnisse 
werden mit der GeneScan 672 Software (Perkin-Elmer) analysiert unter. Verwendung 
der ermittelten Fluoreszenzen fQr Gesamt-0hCG-Transkripte und den |J7, 06, p6e- so- 
wie eventuell den 05, 08, p3-Fragmenten. 

Der Transkriptionsindex wird, wie bei Belletet al. (17) beschrieben nach dieser Metho- 
de errechnet. 





Ausfiihrungsbeispiel 2 

In diesem Ausfiihrungsbeispiel wird die absolute quantitative Auswerfung der expri- 
mierten Kopienzahlen fur die genspezifischen phCG-Amplifikate 07, 06, 06e und 
eventuell 0hCG 05, 08, 03 nach Real time-RT-PCR im Vergleich zu phCG-spezifischen 
Kalibratoren bei nichtfluoreszenzmarkierten phCG-Primern fur die Bewertung des nor- 
malen hochaulgebauten oder unterwertigen oder fehlenden sekretorisch transformier- 
ten endemetriafen Gewebes dargesteilt 

Zur quantitativen Bestimmung der drei obengenannten phCG-Expressionsanteile wird 
die Real time-PCR am Light Cycler (Roche) oder vergleichbaren Geraten anderer Fir 
men fQr die Amplication der Tumor-cDNA eingesetzt. FQr die Synthese der RNA- 
Standardsi der drei 0hCG-Expressionsanteile 07, 06, 06e sowie eventuell 05, 08, 03 
und das GesamHJhCG werden die drei Kalibratonsfragmente unter Standard-PCR- 
Bedingungen aus Tumor-cDNA amplifiziert. DafQr werden wieder die drei genannten, 
jetzt unmarkierten phCG Typ II-, phCG Typ I- und Gesamt-phCG-spezifischen forward- 
phCG-Primer (Primer 1, 3 und 4) mit dem gemeinsanien reverse-0hCG-Prlmer (Primer 
2) benutzt. Die erhaltenen PCR-Produkte werden im Plasmid-VectCr pGEM-T geklont. 
Unter Verwendung der T7- und Sp6-Promotoren der pGEM-T-Vectors dient das Plas- 



mid als Template foWie-in vitro-Bildung yon RNA entsprechend des Herstellerproto- 
kolls. Die gebildeten Standard-RNA werden gereinigt und seine Konzentration vermes- 
sen. 

Die Real time-PCR-Amplifikation am Light Cycler (Roche) bestimmt die Anzahl der ge- 
bildeter Genkopien fur die zwei genspezifischen phCG-Expressionsgruppen Typ II (p8, 
p5, p3) und Typ I (p7, p6) sowie Gesamt-phCG im endometrialen Gewebe und in den 
RNA-Standards. Die PCR-Reaktion erfplgt im 20 ul-Realctionsvolumen in den Endkon- 
zentrationen von 1 x PCR-Puffer von 50 mM Tris-HCI (pH 8,3), 200 uM dNTPs, mit 0,5 
MM der jeweils spezifischen forward- und reverse-phCG-Primer, 4-5 mM MgCfe, 0,5 U 
Taq Polymerase, SYBR Green I mit 1:3000 der Stammlosung (Molecular Probes) und 
ul der Templates (Endometrium-cDNA Oder Standards bekannter Konzentration). 

i 

ie Eriindung beansprucht auch die Real time-Messung als one tube^RT-PCR oder die 
Verwendung anderer Methoden zur quantitativen Erfessung der Expression von spezi- 
fischer Genkopien rieben SYBR Green I, wie zum Beipiel der Einsatz von genspezifi- 
schen Oligonukieotiden als Hybridisierungsproben mit unterschiedlichen Farbstoff- 
oder Fluoreszenzmarker-Anbindung (TaqMan, FRET, Beacon). 





raieiiianspnicne: 

1. Verwendung cfes Gens p7 und/oder p6 der p-Untereinheit von humanem Cho- 
, riongonadotropin entsprechend SEQ ID No 5 und SEQ ID No 6 als Marker zur 

Implantationsdiagnostik. , 

2. Verwendung der Gensequenz SEQ ID No 5 und SEQ ID No 6 als Marker zur 
Bestimmung eines gQnstigen Zeitpunktes fur die Implantation einer befruchteten 
Eizelle in die Schleimhaut des Uterus durch Feststellen des Gehaltes an hCG 
p7, p6 und hCG p5, p8, p3 mit der Methode der quantitativen RT-PCR. 

3. Verwendung der Primersequenz von SEQ ID No 4 und 3 oder sequenzversetzt 
als Marker zur Erfassung des Genclusters hCG p7, p6 oder des Genclusters 
hCG p5, p8, p3 sowie der Primersequenz von SEQ ID No 1 und 2 oder se- 
quenzversetzt zur Erfassung der gesamten phCG-Genexpression in Gewebe- 
und Blutzellen fur die Feststellung des Gehaltes an hCG p7, p6-mRNA absolut 
und/bder durch Bildung des Quotienten von hCG p7, p6 zu hCG ,p5, p8, p3 oder 
zu hCG p gesamt mittels quantitativer RT-PCR. 

4. Bestimmung der Implantationsreife der Uterusschleimhaut fur einen Embryo 
durch Messung der hCG p7, p6-mRNA-Genexpression im" Blut und Gewebe 
mittels quantitativer RT-PCR absolut oder als dem Quotient aus hCG p7, p6 zu 
phCG gesamt oder hCG p5, p8, p3. 

5. Gen p6e. der p-lintereinheit von humanem Choriongbnadotropin entsprechend 
SEQ ID No 7, Endo. 

6. Verwendung des Gen p6e der B-Untereinheit von hCG entsprechend SEQ ID 
No 7, Endo als Marker zur Implantationsdiagnostik. 
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7. Vefwenduhg cfes Gen 6e der Untereinheit von hCG entsprechend SEQ ID No 7 
und der Primer nach SEQ ID No 1 bis 4 oder sequenzversetzt zur Bestimmung 
der Implantatlonsreife der jJterusschleimhaut fQr einen Embryo durch Feststellen 
des Gehaltes der phCG-mRNA-Genexpression p6, p6e, p7 im Blut und Gewebe 
absolut und/oder dem Bilden des Quotienten aus den Cluster-Anteilen von hCG 
p6 pee, p7 zu hCG p5, p8, p3 oder hCG p gesamt mittels quantitativer RT-PCR. 



Zitierte Nicht-PaterTffTteratur: 





( 1) J.C.Pierce, T.F.Parsons, Annu.Rev.Biochem., 50 (1981) 465-495 

( 2) P.ARothman, V.A.Chao, M.R. Taylor, R.W.Kuhn, R.B.Jaffe und R.N.taylor, 
Mol.Rep'rod.Dev., 33 (1992) 1-6 

( 3) S.Dirnhofer, M.Hermann, A.Hittmair, R.Hoermann, K.Kapelari und P.Berger, 
J.CIin r EndocrinoLMetab., 81 (1996) 4212-4217 

( 4) Z.M.Lei, PToth, C.V.Rao und D.Pridham, J.CIin.Endocrinot.Metab., 
77(1993)863-972 ' 

5)T.Yokotani, T.Koizumi, R.Taniguchi, T.Nakagawa, T.lsobe, M.Yoshimura, 
N.Tsubota, K.Hasegawa, N.Ohsawa, S.Baba, H.Yasui und R.Nishimura, 
Int.J.Cancer, 71 (1997) 539-544 

( 6) P.Berger, W.Kranewitter, S.Madersbacher, R.Gerth, S.Geley und S.Dirnhofer, 
FEBS Lett., 343 (1994) 229-233 

( 7) F.Marcilliac, F.Troalen, J.-M.Bidart, P^Ghillani, V.Ribrag, B,Escudier, 
B.Malassagne, J.P.Droz, C.Lhomme, P.Rougier, P.Duvillard, M.Prade, 
P.-M.Lugagne et al., Cancer Res., 52 (1992) 3901-3907 

» 

( 8) H.AIfthan, C.Haglund, J.Dabek und U.H.Stenman, Cffn. Chem., 
38(1992)1981-1987 

( 9) V.Lazar, S G.Diez, A.Laurent, Y.Giovangrandi, F.Radvanyi, D.Chopin, 
J.M.Bidart, D.Bellet und M.Vidaut, Cancer Res., 55 (1995) 3735-3738 

(10) P.N.Span, C.M.G.Thomas, J.J.Heuvel, R.R.Bosch, J.A.Schalken, 
LXocht, E.J.B.M.Menstnk und C.G.J.Sweep, J.Endocrinol., 
172(2002)489-495 



g, J.Lundin, H.Alfthan, U.-H.Stenman und C.Hagund, 
Int. J. Cancer, 95 (2001 j 18-22 . 

(12) K,Hotakainen, B.Ljungberg, APaju, T.Rasmuson, H.Halthan und 
U.-H.Stenman, Brit. J. Cancer, 86 (2001) 185-189 

(13) D.S.Hoon, T.Sarantou, F.Doii D.D.Chi, C.Kuo, AJ.Conrad, P.Schmid, 
R.Tumer und A.Guiliano, IntJ.Cancer, 69 (1996) 369-374 

(14) M.Bo und I.J.Boime, J.Biol.Chem., 267 (1992) 3179-3184 





(15) K.Talmadge, N.C.Vamvakopoulus und J.C.Fiddes, Nature, 
3071984)37-40 



(16) P.Policastro, C.Ovitt, M.Hoshina, H.Fukuoka, M.R.Boqthby und I.Boime, 
J.Biol.Chem., 258 (1983) b11492-1 1499 

(17) D.Bellet, V.Lazar, I.Bieche, V.Paradis, Y.Giovangrandi. P.Pateriini, 
R.Lidereau, P.Bedossa, J.-M.Bidart und M.Vidaut, Cancer Res., 
57(1997)516-523 ."' 

(18) P.K.Hotakainen, E.M.Serlachius, S.I.Lintula, H.V.Halfthan, J.P.Schrdder 
und U.-H.E.Stenman, Mol.Cell.Endocrinol., 162 (2000) 79-85 

i 

i 

4 . 

(19) A.K.Milter-Lindholm, C.J.Labenz, J.Ramey, E.Bedow und R.Ruddon, 
Endocrinology, 138 (1997) 5459-5465 

(20) S.Madersbacher, C.Kratzik, R.Gerth, S.Dirnhofer und P.Berger, Cancer Res., 
54(1994)5096-5100 

(21) R.Oyasu, LNan, P.Smith und H/Kawamata, Arch.Pathol.Lab.Med., 
119(1994)715-717 




Sequenzprotokoll 

SEQ ID NO 1 

<110> University Leipzig 

<1 20> Verwendung des Gens p6 und/oder 07* der p-Untereinheit von hCG als 
Marker zur I mplantationsdiagnostik . 

<130> 
<160> 7 



<210> 1 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> phGGgesamt 

<221> 

<301> Lindholm-MiUer, A.K., Labenz^ C.J., Ramey, J M Bedows, E., Ruddon, 
R.W., 

<302> Human Chorionic Gonadotropin-B-Gene Expression in First Trimester 
Placenta 

<303> Endocrinology 138(1997)5459-5465 

<304> 138 

<305> 12 

<306> 5459-5465 
<307> , 

<400> 1 ' 



tcacttcacc gtggtctcc (Primer 1, phCG gesamt) 

' 1 10 19 




SEQ ID NO 2 

<110> Universitat Leipzig 

<120> Verwendung des Gens p6 und/oder B7 der B-Untereiriheit von hCG ais 
Marker zur Implantationsdiagnostik 

<130> 
<160> 7 

<210> 2 • 
<211> 20 
<212> DNA 
<213> phCGgesamt 
<221> 

<301> Lindholm-Miller, A.K., Labenz, C.J., Ramey, J., Bedows, E., Ruddon, 
R.W., 

<302> Human Chorionic Gonadotropin-p-Gene Expression in First Trimester 
Placenta 

<303> Endocrinology 138 (1997) 5459-5465 
<304> 138 
<305> ,12 
<306> 5459-5465 
<307> 

<400> 2 ' . 

NED-tgcagcacgcgggtcatggt (Primer 2, BhCGgesamt) 
tgcagcacgc gggtcatggt 

1 10 20 



CO 

o o 



SEQ ID NO 3 

i • ' . ' ' 

<110> Universitat Leipzig 

<120> Verwendung des Gens p6 und/oder p7 der p-Untereinheit von hCG als 
Marker ziir Implantationsdiagnostik 

<130> trophoblastics hCG p5, p8, p3 ■ x ' 

<160> 7 . 
<210> 3 
<211> ,20 
<212> DNA 
<213> phCG p5, p8, p3 
<221> 
<400> 3 

HEX - ggaccagtca gaggagaggg (Primer 3, phCG 05, p8, p3) 
ggaccagtca gaggagaggg 
1 10 20 



SEQ ID NO 4 




<110> University Leipzig 

<120> Verwen'dung des Gens p6 und/oder p7 der p-Untereinheit von hCG als 
Marker zur Implantationsdiagnostik 

<130> endometriales hCG p7, p6, p6e 

<160> 7 

<210> 4 . 

<211> 20 

• <212> DNA 
<213> phCGp7,p6, p6e 
<221> 

<400> 4 

6FAM - agaccactga ggggagagga (Primer 4, phCG p7, p6, p6e) 
agaccactga ggggagagga 

1 10 20 




SEQ ID No 5 




<110> 
<120> 



Universitat Leipzig 

Verwendung des Gens 66 und/oder |57 der p-Untereinheit von hCG als 
Marker zur Implantationsdiagnostik 



<130> 
<160> 
<210> 
<21 1> 
<212> 
<213> 
<221> 
<301> 
<302> 
<303> 
<304> 
<305> 
<306> 
<307> 
<308> 



7 
5 

841 
DMA 
phCG 67 



<400> 5 



( 6hCG p7, Sequenz des Gens im Endometrium) 



agcactttcc tcgggtcacg gcctcctcct ggttcccaag accccaccat; aggcagaggc 60 

aggccttcct acaccctact ctctgtgcct ccagcctcga ctagtcccta gcactcgacg 120 

actgagtctc agaggtcact tcaccgtggt ctccgcctca tccttggcgc tagaccactg 180 

agqqqaqaqq actggggtgc tcc.gctgagc cactcctgtg cctccctggc cttgtctact 240 

tctcgccccc cgaagggtta gtgtccagct cactccagca tpctacaacc tcctggtggc 300 

cttgacgccc ccacaaaccc' gaggtataaa gccaggtaca ccaggcaggg gacgcaccaa ?60 

ggatggagat gttccagggg ctgctgctgt tgctgctgct gagcatgggc gggacatggg 420 

catccaagga gatgcttcgg ccacggtgc'c gccccatcaa tgccaccctg gctgtggaga 480 

aggagggctg ccccgtgtgc atcaccgtca acaccaccat ctgtgccggc tactgcccca .540 

ccatgacccg cgtgctgcag ggggtcetgc cggccctgcc tcaggtggtg tgcaactacc 600 

gcgatgtgcg cttcgagtcc atccggctcc ctggctgccc gcgcggcgtg aaccccgtgg 660 

tctcctacgc cgtggctctc agctgicaat gtgcactctg ccgccgcagc accactgact 720 

gcgggggtcc caaggaccac cccttgacct gtgatgaccc ccgcttccag gcctcctctt 780 

cctcaaaggc ccctcccccc agccttccaa gtccatcccg actcccgggg ccctcggaca 840 

ccccgatcct cccacaataa a " 861 



<110> . University Leipzig 

<120> Verwendung des Gens (36 und/oder p7 der p-Untereinheit von hCG als 
Marker zur Implantationsdiagnostik 



<130> 

<160> 7 

<210> 6 

<211> 861 

<212> DNA 

<213> 0hCGp6 

<221>, 

<301> 

<302> 

<303> 

<304> 

<305> 

<306> 

<307> 

<308> 



<400> 6 (phCGp6, Sequenz des Gens im Endometrium) 



agcactttcc tcgggtcacg gcctcctcct ggttcccaag accccaccat aggcagaggc 60 

aggccttcct acaccctact ctctgtgcct ccagcctcga ctagtcccta acactcgacg 120 

actgagtctc agaggtcact tcaccgtggt ctccgcctea tccttggcgc tagaccactg 180 

aggggagagg actggggtgc tccgctgagc cactcctgtg cctccctggc cttgtctact 240 

tctcgccccc cgaagggtta gtgtcgagct cactccagca tcctacaacc tcctggtggc 300 

cttgccgccc ccacaacccc gaggtatgaa gccaggtaca ccaggcaggg gacgcaccaa 360 

ggatggagat gttccagggg ctgctgctgt tgctgctgct gagcatgggc gggacatggg 420 

catccaaggagccacttcgg ccacggtgcc gccccatcaa tgccaccctg gctgtggaga 480 

aggagggctg ccccgtgtgc atcaccgtca acaccaccat ctgtgccggc tactgcccca 540 

ccatgacccg ctjfegctgcag ggggtcctgc cggccctgcc tcaggtggtg tgcaactacc 600 

gcgatgtgcg cttcgagtcc atccggctcc ctggctgccc gcg;cggcgtg aaccccgtgg 660 

tctcctacgc cgtggctctc agctgtcaat gtgcactctg ccg'ccgcagc accactgact 720 

gcgggggtcc caaggaccac cccttgacct gtgatgaccc ccgcttccag gcctcctctt 780 

cctcaaaggc ccctcccccc agccttccaa gtccatcccg actcccgggg ccctcggaca 840 

ccccgatcct cccacaataa a p 61 



SEQ ID No 7 

% ' ■ . . 

<110> Universitat Leipzig ' 
<120> Verwendung des Gens B6 lind/oder p7 der p-Untereinheit von hCG als 
Marker zur Implantationsdiagnostik 

• ♦ . * 

<130> 

<160> 7 • " 

<210> 7 ' 
<211> . 861 

<212> DNA , 
<213> phCGp6e (e Endo, Endometrium) 
<221> 
<301> 
<302> , 
<303> 
<304> 
<305> 
<306> 
<307> 
<308> 

<400> 7 (phCGp6e, Sequenz des Gens im Endometrium) 

agcactttcc tcgggtcacg gcctcctcct ggttcccaag accccaccat aggcagaggc 60 

aggccttcct acaccctact ctctgtgcct ccagcctcga ctagtcccta gcactcgacg 120 

actgagtctc agaggtcact tcaccgtggt ctccgcctca tccttggcgc tagaccactg 180. 

aggggagagg actggggtgc tccgctgagc cactcctgtg cctccctggc cttgtctact 240 

tctcgccccc Cgaagggtta gtgtccagct cactccagca tcctacaacc tcctggtggc 300 

cttgccgccc ccacaaaccc- gaggtataaa gccaggtaca ccaggcaggg gacgcaccaa 360 

ggatggagat gttccagggg ctgctgctgt tgctgctgct gageatgggc ggga<:atggg 420 

catccaagga gatgcttcgg ccacggtgcc gccccatcaa tgccaccctg gctgtggaga 480 

aggagggctg ccccgtgtgc atcaccgtca acaccaccat ctgtgccggc tactgcccca 540 

ccatgacccg cgtgctgcag ggggtcctgc cggccctgcc tcaggtggtg tgcaactacc 600 

gcgatgtgcg cttcgagtcc atccggctcc ctggctgccc gcgcggcgtg aaccccgtgg 660 

tctcctacgc cgtggctctc agctgtcaat gtgcactctg ccgccgcagc accactgact 720 

gcgggggtcc caaggaccac cccttgacct gtgatgaccc ccgcttccag gcctcctctt 780 

cctcaaaggc ccctcccccc agccttccaa gtccatcccg actcccgggg ccctcggaca 840 

ccccgatcct cccacaataa a 861* 



Universitatsfrauenklinik der Universitat Leipzig . 
Forschungslabor Humane Reproduklion und Endokrinologte 



LH4 
CG5 
CG6 
CGJ7 
Endo 



Transkript ions start fihCG 
*★ 

G ** • * C T , C 

CTT CAA TCC AGC ACT TTG CTC GGG TCA CGG CCT CCT CCT GGC TCC 
CTT CAG TCC AGC ACT TTC CTC GGG TCA CGG CCT CCT CCT GGT TCC 
CTT CAG TCC AGC ACT TTC CTC GGG TCA CGG CCT CCT CCT GGT TCC 

' CCT GGT TCC 

-360 -330 



C ' T C 

CTA CTC CCT GTG CCT CCA GGC 



LH4 A AT. 

CG5 CAG GAC CCC ACC ATA GGC AGA GGC AGG CCT TCC TAC ACQ _ 
CG6 CAA GAC CCC ACC ATA GG6 AGA GGC AGG CCT TCC TAC ACC CTA CTC TCT GTG CCT CCA GCC 
CG7 CAA GAC CCC ACC ATA GGC AGA GGC AGG CCT TCC TAC ACC CTA. CTC TCT GTG CCT CCA GCC 
Endo CAA GAC CCC ACC ATA GGC AGA GGC AGG CCT TCC TAC ACC- CTA CTC TCT GTG CCT CCA GCC 

-300 -270 



G, . A T 

TCG ACT AGT CCC TAG CAC TCG ACG ACT GAG TCT . CTG AGG 



LH4 

CG5 xvtr jfltx AfcxT CCC TAG CAC TCG ACG ACT GAG TCT . CTG AGG B-v; : >v i.;5"V - r - tiTlS'- V: ~-X r P n C|||GC 
CG6 TCG ACT AGT CCC TAA CAC TCG ACG ACT GAG TCT CAG AGG TCA CTT CAC CGT GGT CTC CGC 
CG7 TCG ACT AGT CCC TAG CAC TCG ACG. ACT GAG TCT CAG AGG TCA CTT CAC CGT GGT CTC CGC 
EndO TCG ACT, AGT CCC - TAG CAC TCG ACG ACT GAG TCT CAG AGG TCA CTT CAC CGT GGT . CTC GGC 

r240 -210 



LH4 C TC A C G G Primer 3 G C A 

CG5 . CTC ACC CT T GGC GCT j^^^^^^j^j^ ^^^^^^C TGG GGC GCT CCG CTG AGC CAC .TCC 
CG6 CTC ATC CTT GGC GCT A^CCAC^GAGGG^. g\ G GA C TGG GCT GCT CCG CTG AGC CAC TCC 
CG7 CTC &TC CTT GGC GCT U^MBM ^ ^m^mmj^^M^^ C TGG GGT GCT CCG CTG AGC CAC TCC 
EndO CTC ATC CTT GGC GCT AGA CCA GTG AGG GGA GAG GAC TGG GGT GCT CCG CTG AGC CAC TCC 

-180 Primer 4 -150 



LH4 C T A G C C 

CG5 TGC GCC CCC CTG GCC TTG TCT ACC TCT'TG- 
CG6 TGT GCC TCC CTG GCC TTG TCT ACT TCT CGC 
CG7 TGT GCC TCC CTG GCC TTG TCT ACT TCT CGC 
Endo TGT GCC TCC CTG GCC TTG TCT ACT TCT CGC 

-120 



G A C G T C 

CCC CCG AAG GGT TAG- TGT CGA GCT CAC CCC 
CCC CCG AAG GGT TAG TGT ,CGA GCT CAC TCC 
CCC CCG AAG GGT TAG TGT CCA GCT CAC /TCC 
CCC CCG AAG GGT TAG TGT CCA GCT GAC TCC 

-90 



LH4 G TC C TA TAA 

CG5 AG- CAT CCT ACA ACC TCC TGG TGG CCT TGG CGC CCC CAC AAC CCC GAG GTA TAA AGC CAG 
CG6 AG- CAT CCT ACA ACC TCC TGG TGG CCT TGC CGC CCC CAC AAC CCC GAG GTA TGA AGC CAG 
CG7 AG- CAT CCT ACA ACC TCC. TGG TGG CCT TGA CGC CCC CAC AAA CCC GAG GTA TAA AGC CAG 
Endo AG— CAT CCT ACA ACC TCC TGG TGG OCT TGC CGC CCC CAC AAA CCC GAG GTA TAA AGC CAG 

-60 -30 



LH *. 4 . leu 

hCG met glu met phe gin ***** intron ******** 

LH4 A G T c 

CG5 GTA CAC CAG GCA GGG GAC GCA CCA AGG ATG GAG A5*G TTC CAG GTA AGA CTG CAG 

CG6 GTA CAC CAG GCA GGG GAC GCA CCA AGG ATG GAG ATG TTC CAG 
CG7 GTA CAC CAG GCA GGG GAC GCA CCA AGG ATG GAG ATG TTC CAG * 
Endo GTA CAC CAG GCA GGG GAC GCA CCA AGG ATG GAG ATG TTC CAG 

-1 +1 +15 



LH ala 

hcG *** *** *** *.** *** gly leu leu leu leu leu leu leu ser met gly gly thr trp ala 

LH4 ' G ■ 

CGS TTG TCC CAG GGG CTG GTG CTG TTG CTG- CTG CTG AGC ATG GGC GGG ACA TGG GCA 

CG6 - 
CG7 A . 

Endo GGG CTG CTG CTG TTG CTG CTG CTG AGC ATG GGC GGG ACA TGG GCA 

+30 +60 

1 4 10" 20 

LH ar 9 trp -his ile 

hCG ser lys glu pro leu arg pro arg cys arg pro ile asn ala thr leu ala val glu lys 
LH4 G CCG T A ' T ' 

CG5 TCC AAG GAG CCG CTT CGG CCA CGG TGC CGC CCC ATC AAT GCC ACC CTG GCT GTG GAG AAG 
GG6 A . . CCA. c G C 

CG7 A , ATG C G • c 

Endo TCC AAG GAG ATG CTT CGG CCA CGG TGC CGC CCC ATC AAT GCC ACC CTG GCT GTG GAG AAG 
met +90 +120 

21 r 30 ■ - 40 

LH . 

hCG glu gly cys pro vai cys ile thr val asn thr thr ile cys ala gly tyr cys p^^hr 

CG5- GAG GGC TGC CCC GTG TGC ATC ACC GTC AAC ACC ACC ATC TGT GCC GGC TAC TGC CCC BBS 

CG6 * fifiacaa 

CG7 . . 

Endo GAG GGC TGC CCC GTG TGC ATC ACC GTC AAC ACC ACC ATC TGT GCC GGC TAC TGC CCC ACC 

+150 • +180 

♦ 

Lfl ' ' ' 42 

hCG met *** *** *** *** *** Intron ***,*** *** *** *** ^ Jf* 

TG 



CG5 mm GTG AGC TGC CCG GGG' CCG CCC dAC TCA CAC GGC TTC CAG 



CGS 

CG7 CC 
Endo ATG cc 
+183 

+186 



• 50 60 

LH Primar 2 ala pro thr 

hCG arg val leu gin gly val leu pro ala leu pro gin val val . cys asn tyr arg asp val 

CGS ^^ i^gG ; GGG GTC CTG CCG GCC CTG CCT CAG. GTG GTG TGC AAC TAC CGC GAT GTG 

CG5 G G a 

* G 1 G ' G a 

Endo CGC GTG CTG CAG GGG GTC CTG CCG GCC CTG CCT CAG GTG GTG TGC AAC TAC CGC GAT GTG 

+210 +240 



LH 



70 



80 



hCG arg phe glu ser ile arg leu pro gly . cys pro arg gly val asn pro val val ser tyr 
CG5 CGG TTC GAG TCC ATC CGG, CTC CCT GGC TGC CCG CGC GGjC GTG ^AC CCC GTG GTC TCC TAC 
CG7 C • A 

Endo CGC TTC GAG TCC ATC CGG CTC CCT GGC TGC CCG CGC GGC GTG AAC CCC GTG GTC TCC TAC 

+270 +300 



# 



90 



100 



LH pro arg ' pro ' ser 

LH4 S6r . ° yS gln cys ala leu-cys "9 arg ser thr thr asp cys gly gly' 

. GC G C X T 

^ ^ GTG GCT CTC AGC TGT CAA TGT GCA CTC TGC CGC CGC AGC ACC ACT GAC TGC GGG GGT 

CG6 AR C - A' <- 

CG7 G C AA C A C 

Endo GCC GTG GCT CTC AGC TGT CAA TGT GCA CTC TGC CGC CGC AGC ACC ACT GAC TGC GGG GGT 

+330 +360 



LH 110 117 126 

hrr- .r,™ ; i„. = wi ' , ■ 3 glu leu ser 9 1 * leu leu Phe leu ter 

hCG pro lys asp his pro leu thr cys asp asp pro arg phe gin asp ser ser ser ser lys 

nr-l nr. c C CAAC TCT CAG GCC TCC TCT TCC TCT AAA 

CG5. CCC AAG GAC CAC CCC TTG ACC TGT GAT GAC CCC CG-C TTC CAG GAC TCC TCT TCC TCA AAG 
CG6 . G T G ' r 

CG7 G T G C ' 

Endo CCC AAG GAC CAC CCC TTG ACC TGT GAT GAC CCC CG C TTC CAG GCC TCC TCT TCC TCA AAG 

+39° ala +420 

130 •' 140 

hCG ala pro pro pro ser leu pro ser pro ser arg leu pro gly pro ser asp thr pro ile 
CG5 GCC CCT CCC CCC AGC CTT CCA AGT CCA TCC CGA CTC CCG GGG CCC TCG GAC. ACC CCG ATC 
CG7 C ■■ ■'■ 
Bndo GCC CCT CCC CCC AGC CTT CCA AGT CCA TCC CGA CTC CCG GGG CCC TCG GAC ACC CCG ATC 

+4S0 . . +480 

145 

hCG leu pro gin ter 

LH4 .... 

CG5 CTC CCA CAA TAAA i 

CG6 

CG7 .. 
Endo CTC CCA CAA. 

+495 




Fluoreszenzmarken * NED, ** HEX, ***6-FAM 
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